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Resum
El nostre laboratori ha descrit parcialment el proteoma de l’espermatozoide humà. Hem descrit 98 proteïnes de
funcions i vies metabòliques molt diversos (Martínez-Heredia et al., 2006). En aquest treball hem comparat el
patró proteòmic de mostres de pacients astenozoospèrmics i normozoospèrmics per tal de trobar diferències a
l’expressió proteica. L’anàlisi estadística dels gels tenyits amb plata ens ha permès identificar set proteïnes amb
diferències significatives entre els dos grups. Aquestes proteïnes s’han trobat també en un gel tenyit amb DIGE,
fet que confirma aquests resultats. La combinació d’aquestes dades ens ha permès fer un arbre de relacions, que
ens ha agrupat els pacients segons la mobilitat dels seus espermatozoides, i que ens ha separat els pacients nor-
mozoospèrmics en dos grups corresponents al «problema masculí» i al «problema femení». En definitiva, aques-
tes dades ens han proporcionat una sèrie de pistes importants sobre l’origen del problema dels pacients astenozo-
ospèrmics. 
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Abstract
Our lab has partially described the proteome of human spermatozoon. We described 98 proteins, belonging to a
variety of functions and metabolic pathways (Martínez-Heredia et al., 2006). In this work, we have compared the
proteómica content of asthenozoospermics and normozoospermics samples, in order to search for differences in
protein expression. The statistical analyses of silver stained gels allow us to identify 7 proteins with statistically
significant differences. These proteins have also been found in a DIGE assay, confirming these results. The com-
bination of this data has led us to cluster a tree which groups the different patients according to its motility and
separate from the normozoospermic patients into male-problem and female-problem groups. This data already
provides an important clue to the identification of the origin of the problem of asthenozoospermic patients.

INTRODUCCIÓ I METODOLOGIA

La infertilitat és un problema que afecta aproxima-
dament un 10-15 % de les parelles en edat reproduc-
tiva i, aproximadament, la meitat dels casos és degu-
da a problemes d’origen masculí (Oliva i Ballescà,
1999). L’OMS ha establert una sèrie de paràmetres
seminals  per a  diferenciar  entre mostres  normals  i
patològiques (OMS, 1999), però són paràmetres fo-
namentalment de tipus morfològic i no expliquen els
casos d’infertilitat idiopàtica. Per exemple, la causa
d’infertilitat en els pacients normozoospèrmics con-
tinua sent  desconeguda.  És molt  probable que una

proporció important sigui deguda a mutacions reces-
sives (Lilford et al., 1994) que poden provocar alte-
racions en les proteïnes, alteracions que avui dia po-
dem  trobar.  Per  exemple,  en  treballs  previs  del
nostre laboratori hem demostrat  la presència d’una
baixada o absència de protamina P2 en espermato-
zoides de pacients infèrtils (de Yebra  et al.,  1993,
1998), a part de demostrar la importància del precur-
sor de la P2 en temes relacionats amb la infertilitat
(Torregrosa et al., 2006). Però la P2 (i el seu precur-
sor) són només una de les milers de proteïnes que es
poden trobar a l’espermatozoide humà.

Després de descriure part del proteoma de l’esper-
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matozoide humà (Martínez-Heredia  et al., 2006), el
següent objectiu al nostre laboratori ha estat la com-
paració del proteoma entre tres grups diferents: dos
grups d’homes amb problemes d’infertilitat a la pa-
rella (astenozoospèrmics i  normozoospèrmics) i  un
grup control. Es van analitzar un total de 57 homes,
repartits de la següent manera: 27 pacients normozo-
ospèrmics, 20 pacients astenozoospèrmics i 10 con-
trols. Les ejaculacions es van tractar segons el mèto-
de descrit per Pixton  et al. (2004), amb variacions.
Les mostres se separen inicialment en un gradient de
Percoll del 50 %, per a separar els espermatozoides
dels  altres  tipus  de  cèŀlules  presents  a  la  mostra
(Mengual, 2003), i el  pellet es resuspèn en el medi
de lisi descrit per Pixton et al. (2004), format bàsica-
ment per agents caotròpics i detergents. Es resuspèn
en la quantitat suficient perquè quedi a una concen-
tració de 230 × 106 espermatozoides/ml (concentra-
ció òptima determinada al nostre laboratori) i es dei-
xa  lisar  durant  1 h  a  temperatura  ambient  en
agitació. 

Una vegada lisades les mostres, es procedeix a la
separació electroforètica, utilitzant el protocol de la
casa  comercial  BioRad  (2004).  Es  va  utilitzar  un
aparell IPGphor, amb tires de 17 cm i un rang de pH
de 5 a 8. La segona dimensió es va córrer a 300 V,
durant aproximadament 3 h amb gels de poliacrila-
mida al 12 %. Posteriorment, es va procedir a la tin-
ció argèntica d’aquests, seguint un protocol basat en
Blum et al. (1987). 

Els  gels  tenyits  s’escanegen a  elevada resolució
amb l’escàner GS-800 (BioRad), i es guarden amb el
format requerit pel programa d’anàlisi PDQuest (Bi-
oRad). Un cop analitzats tots els gels, els valors nor-

malitzats  d’intensitat  s’analitzen  amb  el  programa
estadístic SPSS, utilitzant el test de Mann-Whitney
per a buscar diferències estadístiques entre els dife-
rents grups en relació a la seva mobilitat linear pro-
gressiva. 

A més, s’ha utilitzat el programa Cluster&TreeVi-
ew amb les proteïnes diferencials per tal d’agrupar
els pacients segons la seva mobilitat. 

RESULTATS I DISCUSSIÓ

 El test Mann-Whitney, que compara els valors de
mobilitat  +++  (mobilitat  ràpida  progressiva)  entre
els quartils superior i inferior, ens dóna com a resul-
tat l’obtenció de set proteïnes amb una expressió di-
ferencial.  D’aquestes  set  proteïnes,  cinc  es  troben
augmentades en pacients astenozoospèrmics i les al-
tres  dues,  reprimides.  Trobem  dos  exemples  d’a-
questes proteïnes en la figura 1.

Les funcions d’aquestes proteïnes són diverses, i
es  troben  entre  aquestes  tres  formes  precursores.
L’augment dels precursors en els pacients astenozo-
ospèrmics  podria  indicar  una  fallida  del  processa-
ment, a més d’afectar les vies on aquestes proteïnes
es troben implicades. 

A més, trobem entre aquestes proteïnes algunes de
relacionades amb la producció d’energia. La troballa
d’aquestes proteïnes es pot explicar ràpidament si te-
nim en compte l’elevada despesa energètica que ne-
cessita  l’espermatozoide  per  a  moure’s.  Qualsevol
fallida en el subministrament energètic podria con-
duir a una reducció de la mobilitat,  fet  que carac-
teritza els astenozoospèrmics. 

Figura 1    Dos exemples de proteïnes amb expressió alterada. En A tenim
una proteïna que augmenta en els astenozoospèrmics. En B, tenim una pro-
teïna que disminueix.
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La resta de proteïnes tenen una funció «morfolò-
gica». Una alteració en la funció d’aquestes proteï-
nes pot conduir a canvis en la forma hidrodinàmica
de  l’espermatozoide,  i  afecta  també  el  seu  movi-
ment. 

En conjunt, aquestes proteïnes poden explicar (al-
menys, en part)  la disminució de moviment en els
pacients astenozoospèrmics. 

Quan es mira com agrupen els patrons d’expressió
d’aquestes proteïnes els pacients, ens trobem que el
patró agrupa força bé els tres diferents grups. Si, a
més, mirem els resultats de reproducció assistida per
als  pacients  normozoospèrmics  (només  disponible
per a tres), veiem que el pacient agrupat amb els as-
tenozoospèrmics és un pacient en què s’ha determi-
nat que el problema és d’origen masculí. Així, tot i
que s’ha de confirmar amb més dades, sembla que
aquestes proteïnes agrupen també els pacients nor-
mozoospèrmics segons si el problema a la parella és
d’origen masculí o femení. 
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Figura 2    Arbre que agrupa els pacients segons l’expressió de
les proteïnes diferencials.
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